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RESUMEN

El presente estudio tiene por objetivo determinar el nimero de aerobios mesdfilos en leche
cruda muestreada en los carros recolectores del producto en las zonas de Tarqui, Tutupali,
Victoria del Portete y alrededores y que seran comercializadas en la ciudad de Cuenca con
el fin de verificar si la leche es apta para el consumo humano. Se analiza si la carga
microbiana presente es inferior a 1,5 x 10° UFC/ml valor estipulado por la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 9:2012 Quinta Revision, para Leche Cruda. El muestreo se realiz6
por duplicado a 41 carros repartidores en fechas distintas generando un total de 82
muestras. El estudio determina las medias de pH y temperatura con que es transportada la
leche, analisis de varianza de la carga microbiana por zona de recoleccién y usando el
método de K-means se establece la correlacion que existe entre variables independientes y

dependiente. Los datos y resultados son reportados en éste estudio.
Palabras claves:

Aerobios mesdfilos, pH, temperatura, UFC, metabolismo.
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ABSTRACT

The goal of the present study is to determine the number of mesophilic
aerobic micro-organisms in samples of raw milk in the trucks that
transport the product from the areas of Tarqui, Tututpali, Victoria del
Portete, and the surrounding areas. The purpose is to verify if the milk is
fit for human consumption. We analyze if the microbial load is inferior to
1. 5 X 10° UFC/ml, which is the value stipulated by the Ecuadorian
Technical Norm NTE INEN 9:2012 Fifth Revision for Raw Milk. The
sampling process was carried out twice in 41 delivery trucks during
different dates, which gave a total of 82 samples. The study determined
the pH and temperature average, the variety of microbial load according
to the area of collection, and through the K-means method we were able
to establish the correlation between the independent and dependent
variables. The data and the results are reported in this study.

Key words: mesophilic aerobic micro-organisms, pH, temperature, UFC,
metabolism.
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“Estudio Preliminar de Aerobios Mesdfilos en la leche cruda que se expende en

carros repartidores en la ciudad de Cuenca”

INTRODUCCION
La leche es “la secrecion natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas o cualquier

otra especie, excluido el calostro” (Badui 2006).

Leche cruda “es la leche que no ha sido sometida a ningun tipo de calentamiento, es decir
su temperatura no ha superado la de la leche inmediatamente después de ser extraida de la
ubre (no mas de 40°C) “(INEN 9:2012, Leche Cruda)

Al ser la leche un producto altamente perecedero y un vehiculo de bacterias patdgenas
debe cumplir con estrictas normas de higiene desde su extraccion para que llegue al
consumidor con caracteristicas de inocuidad, nutricionales y organolépticas que no atenten
contra la salud de quien la consume; para ello es necesario por parte de quienes manipulan
la leche poner en practica buenas practicas de ordefio con el fin de que la leche sea
extraida con el menor nimero posible de microorganismos, evitar el uso de adulterantes
como agua que puede ser una fuente de contaminacion y mantener un almacenamiento
durante el transporte y comercializacién con temperaturas que no superen los 7°C para
inhibir en parte el crecimiento de bacterias. Por lo expuesto anteriormente se plantea como
objetivo el estudio de aerobios mesdfilos en la leche cruda que ingresa a la ciudad de
Cuenca para ser comercializada en carros que no manejan una cadena de frio y no estan
sujetos a ninguna norma nacional especifica con el fin de determinar si ésta leche es apta
para el consumo humano en cuanto al parametro microbioldgico estipulado por la Norma

Técnica Ecuatoriana NTE INEN 9: 2012 Quinta Revisién para Leche Cruda.

Composicién de laleche

A nivel fisico es blanca y opaca con tonalidades amarillentas por la presencia de grasa y
carotenos, olor caracteristico, pH de 6.6, con un sabor ligeramente dulce, es uno de los
alimentos méas complejos y completos ya que esta formada por agua, grasas, proteinas,
azlcares, vitaminas y minerales, ademas de otras sustancias presentes en menor
concentracién y que en conjunto forman un sistema fisicoquimico de mas de 450

compuestos.
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COMPOSICION DE LA LECHE

1 2 3 4 5
Materia grasa 3,76 3,53 3,80 3,6-51 3.9
Proteina bruta 3,25 3,51 3,50 35-49 35
Caseina 2,78 2,82
Proteina del suero 0.47 0,68
Lactosa 4,70 4,91 4,90 48 -5 4.9
Solidos totales 12,65 11,94 13 12.6 - 14.5 125-14.5
Solidos no grasos - 8,42 9,20 9
Cenizas 0,80 0.7

TABLA 1: Composicién de la leche tomada de diversos autores: Badui A. (607), Pinto M., Carrasco E., Fraser
L., Bernardo et al (97), Hernandez A. (65), M. R. Adams y M.O. Moss (131), LoessnerJ, Golden D (156)

Composicion Quimica de la leche.

Presenta un alto contenido de agua alrededor del 87%, grasa con un contenido minimo de

3.25% y en ciertas razas puede llegar hasta 5%, los acidos grasos se presentan en forma

de glébulos de grasa (1012 llitro) rodeados por una capa de fosfolipidos, el color de la grasa

depende de los carotenoides del forraje; es una fuente de proteina de alta calidad formada

de 5 clases de caseinas siendo la k- caseina la que mantiene la estabilidad de las micelas y

las proteinas del suero que mantiene el equilibrio de la proteina de la leche formando una

suspension coloidal, otro componente de la leche son enzimas, vitaminas y minerales con

un 0.7% (P, Ca, Mg, Na y K); acidos organicos (citrico, lactico, férmico y acético).

FIGURA 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE




COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE

Sustancias

Materia Grasa

Azlcar

Nitrogenadas

y

Vitaminas

Enzimas

minerales

Butirico C3H,COOH Rojas Pesantez,
Capronico CsH;,CO0H

S Saturados 60% Palmitico C;5H3;COOH
Triglicéridos 96-98% grasa Estedrico CpyH3sCOOH 71-75% total acido
identificados 150 graso de la leche
No Saturados 35% grasa Oleico C;7H33CO0H
Lecitina Tienen mucha afinidad con el agua y con los lipidos son
Fosfolipidos 1% Cefalina responsables de la estabilidad de la emulsién de

triglicéridos en la fase acuosa de la leche

Fosfoesfingolipidos

Substancias No Saponificables 1%
Monoglicéridos,
Resto Diglicéridos

Ac, grasos libres

Lactosa 5%: disacdarido glucosa + galactosa

Proteinas

3.5%

No saponifican con NaOH y KOH

Esteroles, Carotenoides, Tocoferoles

Vitamina E
a -Caroteno
Colesterol B-Caroteno Dan color a la leche
Vitamina A

L- Caseina Casei .
, aseina en presencia de
80% Caseinas formada B - Caseina=¢ C@cio y fosforo forma
20 aminodcidos: glicina, micelas cuando baja acidez
alanina, cisteina, y-Casefna { micelas precipitan

leucina, etc. Lactoalbuminas

, , Lactoglobulinaa y
20% Seroproteinas o proteinas del suero
Inmunoglobulina

Seroalbumina

Lactenina, Lipasa, fosfatasa alcalina, proteasa, amilasa, catalasa, la lisozima enzima

inhibidora de bacterias Gram + vy la lactoperoxidasa destruye bacterias Gram’

Composicion por litro de leche:

Liposolubles: A (1500 U.I), D (20U.1.), E(1-2m g) y K

Hidrosolubles: B1 (400-1000mg), B2 (800-3000mg), B3 (1-2mg), Acido Pantoténico (2-5mg), B6 (0.3-15mg), B12 (1-
8mg), Acido Félico (0.25-6mg) y Vitamina C (10-20mg)

3



Rojas Pesantez,

Microbiologia de la leche
El oxigeno constituye el 21% de la atmdsfera terrestre y, en condiciones normales es el gas

mas importante que esta en contacto con los alimentos ya que participa en su alteracion
facilitando el crecimiento de microorganismos aerobios. A diferencia de otros alimentos en la
leche por sus propiedades fisicas y quimicas las bacterias se multiplican muy rapidamente
siendo un factor importante el grado de contaminacién inicial y la temperatura a la que se
mantiene. El nimero de éste tipo de bacterias en la leche refleja las condiciones de higiene
con que fue manipulada, se considera un producto higiénico cuando su conteo es menor 0
igual a 1x10° UFC/ml, si el valor es superior no se considera apta para el procesamiento ni

consumo humano.

Los microorganismos pueden invadir la ubre a través de los conductos lacteos de las tetillas
es por esto que la primera leche que sale tiene mas bacterias que la Ultima. Las bacterias
de la leche pueden venir de dos fuentes: la que se encuentra en los tejidos de una vaca
infectada y segundo las que llegan a la leche después de extraerla, es decir fuentes ajenas

al animal.

Bacterias de ganado infectado: El Bacilo tuberculoso que llega a la leche por tuberculosis
de la ubre o indirectamente por estiércol de la vaca o personas infectadas, otra bacteria que
puede encontrarse es la Brucella la cual se excreta en la leche al igual que el virus de la
fiebre aftosa. Si el animal se encuentra con una enfermedad inflamatoria del tejido mamario
(mastitis) los microorganismos que usualmente producen dicha enfermedad son
Corinebacterium pyogenes, Pseudomona, Escherichia coli, Estreptococos pyogenes y

Staphylococus aureus.
Bacterias de fuentes externas: Pueden ser no patdgenas y patdgenas.

Las Bacterias no patégenas de acuerdo a su fisiologia se diferencian en acidificantes,

alcalinizantes, proteoliticas e inertes.

e Bacterias acidificantes: Como Staphylococos aureus, Streptocos pyogenes vy
Eschericha coli producen fermentacion de la leche con formacion de acido lactico y

en ocasiones acido butirico. Responsables del agriado natural en la leche

e Bacterias alcalinizantes: Actlan sobre las proteinas de la leche liberando
amoniaco o algunas bacterias aerobias producen lipasa descomponiendo la grasa

y convirtiendo la leche en un liquido amarillo transparente.

e Las bacteria proteoliticas: A través de dos enzimas producen hidrolisis de las
proteinas lacteas, la primera la enzima renina precipita las proteina formando un
coagulo blanco y la segunda la caseasa efectda la hidrélisis convirtiendo a la leche

en un liquido claro, bacterias aerobias formadoras de esporas son las responsables.

4
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e Bacterias inertes: Provienen del agua u otras fuentes no producen cambios

visibles en la leche y constituyen la mayor parte de bacterias patégenas.
Bacterias patégenas: Provenientes de fuentes externas como:
1. Animal: escamas de la piel, pelos, suciedad, rabo
2. Ambiente: Contaminacion aire, polvo, suelo
3. El hombre: manos, portador enfermedades
4. Material ordefio: Pezoneras, tuberias de conduccion.
5. Recipientes: material sucio o mal lavado.
6. Vectores: Insectos, roedores

La capacidad de que un microorganismo patégeno pueda ocasionar enfermedad depende
de ciertos factores como su virulencia, el numero de células necesarias para producir dafio,
las condiciones a las que a estado expuesto el microorganismo inmediatamente antes de
ser ingerido, asi como la resistencia del hospedador (Grupos de alto riesgo YOPIs) . A
continuacion se resume en la tabla 2 enfermedades causadas por microganismos aerobios

mesofilos patégenos que pueden encontrarse en la leche.

TABLA 2. AGENTES MICROBIANOS PATOGENOS PRESENTES EN LA LECHE



Rojas Pesantez. 6

AGENTES MICROBIANOS PATOGENOS PRESENTES EN LA LECHE

Microorganismo

Dosis infectante

células/gramo

Termo resistencia

Enfermedad

Formas contaminacién en la leche

Bacillus cereus (toxina emética)

10° a 10°

Esporas 1 minuto a
95°C

Sindrome diarreico: dolor abdominal, contracciones

peristélticas, menos frecuente nausea y vomito

Suelo, vegetacién contaminada

Brucella abortus y Brucella melitensis

Se estima < 500

0,1 - 0,2 minutos a
65,5°C

Brucelosis: Fiebre ondulante, sudoraciones

nocturnas, astenia, infertilidad.

Vacas portadoras excretan en la leche

Campylobacter jejuni

menos 10000

0.1- 0,2 minutos x 60°C

Enterititis aguda: fiebre, Dolor Cabeza, Diarrea

Presente tracto intestinal vaca

células
Corynebacterium bovis 55-60°C Difteria Operarios de la leche portadores de la enfermedad
Clostridium perfringens (enterotoxina) 10°a 10’ Gastroenteritis leve o necrotizante en casos Contaminacién cruzada con heces de animales o humanos
E. coli Enteropatégenica (ETEC) 100 mas 68.3°C por 40 segundos Diarrea del viajero Durante ordefio manos contaminadas, falta limpieza

Gastroenteritis infantiles

del animal, utensilios, agua contaminada

Listeria monocytogenes

(Anaerobio Facultativo)

1000 células en

inmunodeprimidos

1-15 segundos a 72°C

Inmunodeprimidos: gastroenteritis febril aguda.
Sintomas mas graves como meningitis y meningo-

encefalitis. Aborto en embarazadas, artromialgia.

Tubo digestivo vaca, piensos contaminados, suelo

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium bovis

No determinado

60°C 30 minutos

Tuberculosis articular y 6sea

Vacas portadoras, heces, Personas infectadas.

Contaminacion cruzada equipo de trabajo o agua

Staphyilococos aureus

Aerobio facultativo (enterotoxina)

10°a 10’

0,1-1 segundos a 72°C

Vémito, dolor cabeza, y estomacal fiebre

Glandulas mamarias infectadas,

bacterias origen humano(manos ordefiador)

Salmonella entérica typhi

Menor 1000 células,

infantes son mas

0,3 — 12 segundos a

Tifoidea y paratifoidea Fiebre persistente,

Manos individuos infectados, Agua contaminada, Moscas,

. 72°C leucopenia, Gastroenteritis, dolor cabeza Utensilios infectados
sensibles
Shigella Muy sensible a la Disenteria bacilar: diarrea, fiebre, calambres L
] 10-200 Contaminacién Fecal-oral
(Enterotoxina) temperatura estomacales, cefaleas
Virus 10-100 pv 85°C por 1 minuto Hepatitis A: ictericia, nausea, dolor abdominal Manos sucias personas infectadas. Agua contaminada

Fuente : Bad Bug Book, Foodborne Pathogenic Microorganisms and Natural Toxins Handbook, FDA , Microbiologia de los alimentos disponible en http://www.xuletas.es/ficha/microbiologia-de-los-alimentos
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Metabolismo Aerobio de bacterias
Las sustancias quimicas que necesitan las bacterias para crecer y multiplicarse constituyen

sus necesidades nutritivas para obtener:
1. Fuentes de energia
2. Piedras de construccion para la sintesis de nuevo material celular (C, N )
3. Crecimiento
4. Metabolismo

La composicion de la leche posee los 4 macronutrientes requeridos por las bacterias como
son Carbono, Hidrégeno, Oxigeno y Nitrégeno presentes en forma de Carbohidratos,
Lipidos y Proteinas, ademas de poseer Vitaminas micronutriente esencial para su
existencia y que las bacterias por si mismas no pueden sintetizar. Si a los macronutrientes
y micronutrientes que posee la leche contribuye su pH de 6.5 - 6.7 , actividad acuosa de
0.97 que favorece el crecimiento de bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos y
levaduras coadyuvado por la temperatura ambiente si la leche no permanece en
refrigeracion se vuelve un medio ideal para que bacterias quimiorganotréficas puedan

desarrollarse y multiplicarse.

El metabolismo aerobio de las bacterias produce la oxidacién de carbohidratos, proteinas o
grasas generando ATP (Adenosin Trifosfato) un compuesto de alta energia usado en casi
todos los acontecimientos fisiolégicos. Los microorganismos aerobios ocasionan una serie
de cambios quimicos en la leche en donde los tres componentes mas afectados son

lactosa, proteinas y grasa.

Los carbohidratos es el primer nutriente que metabolizan los microorganismos para obtener
su energia, seguido de proteinas y finalmente lipidos. Los carbohidratos se oxidan con el
fin de proporcionar energia, la glucosa es el monosacarido méas frecuente en la naturaleza
como azucar libre, para obtener glucosa en la leche el disacérido lactosa es hidrolizado en
dos monosacéridos glucosa y galactosa en presencia de la enzima glucosa oxidasa que

cataliza la reaccién y rompe la lactosa en glucosa y galactosa.

Glucélisis: Una vez formado los monosacéridos tienen que convertirse en un intermedio de
fosfato de azlcar es decir que la glucosa se convierta en acido piravico, los pasos para

éste proceso son los siguientes:

1) La glucosa es fosforilada por el ATP dando Glucosa- 6-Fosfato catalizada por la

enzima Hexoquinasa.

2) Glucosa 6-Fosfato es convertida a un isdmero Fructosa- 6 Fosfato catalizada por la

enzima glucosa-6-fosfatoisomeraza.
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3) Se produce una segunda fosforilacion en donde la Fructosa-6-fosfato recibe un
Fosforo del ATP y se convierte en Fructosa 1,6- di fosfato. La reaccion es catalizada por la

enzima Fosfo-fructokinasa.

4) La enzima aldolasa rompe la fructosa 1,6 difosfato en 2 moléculas de 3 carbonos

cada uno el gliceraldeido-3-fosfato.

5) En ésta etapa ocurre la primera reaccion redox, el gliceraldehido-3-fosfato es
deshidrogenado por la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y al mismo tiempo
se fija una molécula de Fdésforo inorganico para formar el 1,3-difosfoglicerico. El Hidrégeno
es usado para reducir la coenzima NAD que acepta 2 atomos de hidrégeno convirtiéndose
NADH + H* durante la reaccion. La reacciéon ocurre dos veces una por cada molécula de

gliceraldehido-3-fosfato.

6) La enzima fosfoglicerato quinasa transfiere el grupo fosfato del acido 1,3-
disfosfoglicerico a una molécula de ADP, generando asi la primera molécula de ATP de la
via. Como la glucosa se transform6 en 2 moléculas de gliceraldehido, en total se recuperan

2 ATP en esta etapa.

7) La enzima fosfoglicerato mutasa cataliza la isomerizacién de 3- fosfoglicerato en 2-

fosfoglicerato cambiando Unicamente la posicion del fosfato del carbono 3 al carbono 2

8) La enzima enolasa cataliza la eliminacion de una molécula de agua del 2-

fosfoglicerato convirtiéndose en Fosfoenolpiruvato.

9) Desfosforilacion del Fosfoenolpiruvato en Piruvato y ATP catalizado por la enzima

Piruvato Kinasa

10) Parte de Piruvato se convierte en &cido Lactico por accion de la enzima Lactato
deshidrogenasa y otra parte ingresa a la Descarboxilacion oxidativa, concluyendo la

Glucolisis.

Descarboxilacién Oxidativa: En esta etapa el piruvato sale del citoplasma e ingresa a la
matriz de la mitocondria gracias a su alta permeabilidad, el acido pirGvico que posee 3
atomos de Carbono sufre oxidacion catalizada por la enzima piruvato deshidrogenasa aqui
un grupo carboxilo es eliminado en forma de diéxido de carbono, quedando el grupo acetilo
que a su vez es aceptado por uno de los co-factores (coenzima-A) de la enzima generando
una molécula de acetilo acoplado a la Coenzima A (Acetil-CoA). El Ultimo aceptor de
electrones de esta secuencia de reacciones es el NAD", que

se reduce generando NADH e H'. El acetil-CoA ingresa al ciclo de Krebs.

Ciclo de Krebs : Consiste es una serie de reacciones ciclicas para la oxidacion completa
del Acetil-CoA gracias a 8 enzimas que catalizan la reaccion transformandole en CO2 y

H20. Por cada grupo acetilo oxidado se producen:

8



Rojas Pesantez,

e 3 moléculas de NADH (di nucleétido de nicotinamina y adenida reducido) y 3 H,
e 1de FADH2
e 1deATP.

El NADH y FADH2 ingresan a la cadena transportadora iniciando la fosforilacion oxidativa.

Transporte de electrones y fosforilacion oxidativa: En aerobios mesofilos las coenzimas
NADH y FADH2 son muy escasos en la célula por lo que deben ser rapidamente oxidados
para que puedan intervenir de nuevo en la reacciones anteriores, para lo cual deben ceder
sus electrones siendo el aceptor final de estos el oxigeno pero el paso de estos desde las
coenzimas al oxigeno no ocurre directamente, sino que lo hacen a través de una serie de
reacciones de oxidacion-reduccién de un conjunto de enzimas unidas a coenzimas que
reciben el nombre de cadena transportadora de electrones o cadena respiratoria. Estas
coenzimas se encuentran en la membrana interna de las mitocondrias y constituyen tres
complejos enziméaticos los cuales se encargan de transportan los electrones a lo largo de
toda la cadena vy llevar los protones (H") desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana; al llegar al tercer complejo los dos electrones son entregados al oxigeno
molecular que se reduce al ion o’ que al unirse con 2 H" de la matriz forma una molécula
de H,O. Cada molécula de NADH libera 2 electrones y lleva 6 protones al espacio
intermembrana, en cambio el FADH2 transporta 2 electrones y lleva 4 protones al espacio
intermembrana. Al ser mayor el nimero de protones en el espacio intermembrana que en la
matriz se genera una diferencia de potencial que activa una enzima (ATP-sintetasa) que

cataliza la reaccion del ADP con un grupo fosfato para formar ATP.

Cada molécula de NAD sintetiza 3 moléculas de ATP y cada molécula de FADH2 sintetiza
2 moléculas de ATP. La carga de energia proveniente de la glucolisis entra también en la

cadena transportadora y por cada molécula de NADH sintetiza dos moléculas de ATP.

Coenzima Origen donde sintetizan Numero de ATP
Glucolisis(2)
10 NADH Acetil - CoA y Ciclo 30
Krebs
2FADH2 Ciclo Krebs 4
Glucaolisis y Ciclo Krebs 4
TOTAL 38

Tabla 3. ATP formados en el metabolismo aerobio

Fuente: Tratado de Microbiologia Burrows W, 1984
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Metabolismo de proteinas: Son hidrolizadas a sus correspondientes aminoacidos y tras la
eliminacion de los grupos amino sus cadenas carbonadas se transforman en acido

pirdvico o en algin intermediario del ciclo de Krebs.

Metabolismo de Lipidos: Son hidrolizados por accion de lipasas a acidos grasos Y glicerol.
El glicerol se incorpora en la glucolisis mientras que los acidos grasos son oxidados para

dar Acetil-CoA que se incorpora en el ciclo de Krebs dando un total de 131 ATP.
Cambios en la leche originados por crecimiento bacteriano.

En la primera hora luego del ordefio por la accién de las enzimas inhibidoras de la leche
(lactenina, lactoperoxidasa y lisozima) se produce una disminucion de la flora. Si no se
frena el crecimiento microbiano con la temperatura se producird cambios fisicoquimicos
como descenso en el pH de 4,5 - 4 por la formaciéon de acido lactico, la velocidad de
acidificacion depende de la temperatura y el microorganismo que la origina, el 4cido lactico
se combina con el calcio de la caseina y la leche coagula, gérmenes responsables pueden

ser homo y heterolacticas como coliformes, enterococos, y lactobacillus.

La protedlisis de la leche producida por Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus y Clostridium

se manifiesta por un olor, y ligera alcalinizacion.

Los cambios en la coloracion de la leche son producidos por Pseudomonas, Serratia o

Pseudomona spp, Chromobacterium violaceum.

Olor a rancio producido por Pseudomonas y Bacillus cereus, olor a pescado debido a la

formacién de trimetilamina por Pseudomonas.
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OBJETIVO GENERAL.:
Determinar la carga de aerobios meséfilos en la leche cruda que ingresa a la ciudad de

Cuenca en carros repartidores que recolectan la leche del sector Tutupali, Victoria del

Portete y alrededores con el fin de establecer si cumple con el requisito microbiolégico

dado en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 9 :2012 Quinta Revision para Leche

Cruda

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Realizar analisis microbiolégico de aerobios mesdfilos en la leche que ingresa a la

ciudad proveniente de Tutupali, Victoria del Portete y alrededores.
Registrar la temperatura de la leche en los carros muestreados.

Control al ingreso a la ciudad registrando hora, ruta y volumen de leche que

transportan diariamente.

Establecer el porcentaje de carros que cumplen con los requisitos microbiolégicos
establecidos por la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2012 Quinta Revision

para Leche Cruda.

Recomendar alternativa para detener el crecimiento microbiano durante la

distribucion de la leche.

Dar a conocer los resultados, conclusiones y recomendaciones a entidad
gubernamental Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Calidad del Agro:

Agrocalidad.
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CAPITULO |
MATERIALES Y METODOS
1. MATERIALES
El andlisis de aerobios mesdfilos de las muestras de leche cruda se realiz6 en el

laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del

Azuay en la ciudad de Cuenca.

1.1 Origen de las Muestras:
Las muestras fueron tomadas de los carros que ingresan con leche cruda recolectada de la

zona Sur de la ciudad especificamente de los sectores de:
e Tarqui
e lrquis
e Victoria del Portete
e Cumbe
e Tutupali Chico y Grande
e Zhucay

1.2 Determinacidon del nUmero de muestras
De los lugares mencionados existe un universo de 46 carros registrados en Agrocalidad

que cuentan con el permiso para recolectar la leche y luego comercializarla cruda en la
ciudad de Cuenca, para determinar el nimero de carros a muestrear se utilizé la formula
del método aleatorio simple sin reposicion para una poblacién finita en la cual es conocido
el tamafio de la poblacion.

El tamafio de la muestra se determiné con las formulas:

Z>s? Mo

d? 1+ (no/ N)

(Ciro Martinez, 1984)

No ==

En donde:

N= Tamafio poblacional

n= Tamafo muestreal

n, = primera aproximacion para poblaciones finitas

S?= varianza poblacional que para el estudio se considera 0.5 porque existe un 50% de

probabilidad de que el carro cumpla con la normay el 50% de que no cumpla.
d = error de muestreo se considera 5% para el estudio.
Z = nivel de confianza obtenido de tablas (Ciro Martinez, 1984)

Cuando el nivel de confianza es 95% el valor de z= 1,96
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Sustituyendo valores en las férmulas tenemos que no= 384,16, si el tamafio de la poblacion

es 46 carros el tamafio muestreal n es 41 carros.

1.3 Muestreo
Los carros fueron elegidos al azar de cada carro se recolect6 dos muestras en fechas

distintas. Se procedi6 a tomar de cada una de las cantarillas una cantidad de 250cm® de
leche aproximadamente las mismas que eran colocaban en un recipiente recolectandose
de 1 a 2 litros dependiendo del nUmero de cantarillas que transportaba el carro, la leche se
homogenizada y con un termémetro de alcohol se tomaba la temperatura, previo a la
mediciéon se  colocaba una cantidad de 200cm® de la leche en frascos estériles e
identificados con un ndmero, las muestras se almacenaba en un cooler provisto de ice
packs para mantener frias las muestras hasta el momento de realizar el analisis
microbiolégico.
Cada carro era codificado con un nimero para poder identificarlos en un registro con la
siguiente informacion:

e Ndmero de muestra

e Hora de recoleccion muestra

e Nombre de la persona que comercializa la leche

e Placa del vehiculo

e Temperatura de la leche

e Zona de donde recolectaba la leche

e Zona en donde comercializaba la leche

e Litros que trasportaba

e Numero de proveedores

Los materiales usados durante el muestreo fueron:

e Agitador de disco pequefio

e Cucharén

e TermOmetro

e Jarra

e Cooler

e Ice Pack Rainbow

e Frascos estériles

e Cofia, mascarilla y mandil

e Alcohol potable 70% para limpieza de utensilios.

1.4 Determinacion de la cantidad de aerobios mesoéfilos.

1.4.1. Materiales usados:
e Micropipetas 10 — 1000 pl y 5000 pl

e Puntas universales para micropipetas limpias y estériles.
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e Cajas petri de 15 x 90mm

e Frascos de boca ancha con tapa rosca de 500cm? y 1000cm®
e Tubos de ensayo

e Balanza

e Bafio Maria de 45+ 1°C

e Incubadora regulable

e Autoclave

e Potenciometro

e Probetas 10, 100 y 1000cm®

e Vasos precipitacion 200cm ®y 500cm®
e Espatula

e Refrigeradora

e Gradillas

1.4.2 Medios de cultivo
e Agar P.C.A Merck (caseina-glucosa-extracto de levadura)

e Agua de peptona al 0.1% (Difco peptone water)
1.4.2.1 Preparacion Agar PCA (Plate Count Agar) Para cumplir con el requerimiento
del pH exigido por la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-1:99 Control
microbiolégico de los Alimentos. Preparacion de medios de cultivo y reactivos se sigue las
instrucciones de Merck el fabricante del AGAR en donde es necesario disolver por cada litro
de agua destilada 22.5g de Agar PCA, reposar por 15 minutos y colocar en la autoclave
durante 15 minutos a 121°C. El pH que se obtiene es 7+ 0.2 a 25°C.

1.4.2.2 Preparacion de Agua de peptona al 0,1%
De acuerdo a indicaciones de DIFCO fabricante de la peptona se disolvio 15g de peptona

por cada 1000cm® de agua destilada para obtener una solucién con un pH 7+ 0.2.

Con una micropipeta se mide 9 ml de la solucién del agua de peptona y se coloca en tubos
de ensayo con sus respectivas tapas y se los lleva a la autoclave durante 15 minutos a
121°C.

1.4.3 Preparacion de la muestra:
e La mesa de trabajo en el laboratorio antes de cada cultivo fue limpiada con agua

y detergente y secada con papel toalla para luego desinfectarla con alcohol potable
al 70%uv/v, y un mechero encendido en el area de cultivo.

e El frasco que contiene la muestra se lo agitaba 25 veces para que la leche se
homogenice

e Con una micropipeta se tomoé 1cm® de leche y se coloco en el tubo que contiene
9cm® de agua de peptona se homogeniza cuidadosamente constituyendo dicho tubo

una dilucién igual a 10 ™ De este tubo se tomé 1cm®y se colocd en un segundo



Rojas Pesantez,

tubo el cual constituye una dilucién de 10 2 se repite hasta obtener una dilucién de

10 ' Para preparar cada dilucién se usé puntas diferentes y estériles.

1.4.4 Cultivo de las muestras:
e En diferentes cajas petri estériles e identificadas se colocé 1cm®de las diluciones

de 10 “10°,10 ®y 10"

e En cada una de las placas inoculadas se adicion6 de 15 - 20cm? del Agar - PCA
fundido y templado a 45+ 2°C aproximadamente La adicion del medio no debi6
pasar mas de 45 minutos a partir de la primera dilucién.

e Se mezcl6 el inoculo sembrado con el agar impartiendo en la placa movimientos de
vaivén: 5 veces en el sentido de las agujas del reloj y 5 veces en sentido contrario,
teniendo cuidado de no mojar la tapa y evitar salpicaduras.

e Se dejaba reposar las placas tapadas hasta que se solidifique el Agar.

e Las cajas petri se colocaban invertidas y separadas de las paredes y techo de la
estufa.

e Hasta 6 placas se colocaba una sobre otra en la incubadora a 35 + 0.5°C por 48 + 2
horas.

e Junto con las pruebas en la estufa se colocaba Agar en una caja petri sin inoculo
para comprobar que no exista contaminacion del medio de cultivo o del ambiente.

e Se retiraba las placas petri de la estufa aproximadamente a las 48 horas y se
procedia al conteo (Norma Técnica Ecuatoriana INEN: 1529-5:2006.Control
Microbioldgico de los Alimentos. Determinacién de la cantidad de microorganismos

aerobios mesdfilos.

1.5 Calculo del namero de colonias:
El nimero total de colonias contadas, multiplicadas por el factor de dilucién de la placa

elegida, da como resultado el recuento total de gérmenes por gramo o mililitro de la muestra

analizada ( Pascual M., Calderon V.,2000)

El nUmero de colonias de aerobios mesdéfilos por cm?® de leche se calculé con la formula:
c=n*f

¢c= numero de bacterias aerobias mesdfilos por ml de muestra

n= nudmero de colonias

f = inverso del valor de la dilucién de la muestreo. (Norma Técnica Ecuatoriana INEN

Leche y Productos Lacteos .Determinacion de bacterias aerobias. NTE.INEN 734:1984.)

2. METODOS

2.1 Medidas de tendencia central:

2.1.1. Poblacioén: Es un conjunto de todos los elementos que estan en estudio.

2.1.2. Muestra: Consiste en n observaciones de una poblacion. Es decir una parte de la

poblacién.
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2.2. Distribucion de frecuencias: Es una tabla en donde se organizan los datos en clases,

es decir en grupos de valores que describen una caracteristica de los datos.

2.3.Histograma: Es una representacion grafica de una variable en forma de barras, cuyo
ancho es proporcional al rango de los valores que se encuentran dentro de una clase, y la

altura es proporcional al nUmero de elementos que se encuentran dentro de la clase.

2.4. Media aritmética de una poblacion (4): Medida de tendencia central que representa
el promedio de todos los elementos del grupo. El nimero de elementos de la poblacién se
denota con “N”

H=Z

N

(Levin R., Rubin D., 2004)

2.4.1. Media aritmética de una muestra (X): Es el promedio de una muestra de la

poblacién. El numero de elementos de la muestra se denota con “n”.

X=X (Levin R., Rubin D., 2004)
n

En donde 2x es la suma de los valores de todas las observaciones
2.5. Moda: Es el valor que mas se repite en el conjunto de datos.

2.6. Dispersion: Es la separaciéon o variabilidad de un conjunto de datos. Existen dos

medidas de desviacidon promedio: la varianza y la desviacién estandar.

2.7. Varianza de poblacién (02): Medida del cuadrado de la distancia promedio entre la

media y cada observacion de la poblacion.

La férmula para calcular varianza es:

2
) (Levin R., Rubin D., 2004)

2.8. Desviacion Estandar de la poblaciéon (o): Describe cuanto se apartan las
observaciones individuales de una distribuciéon de la media. Es igual a la raiz cuadrada

positiva de la varianza.

La formula para calcular la desviacion estandar es:

2
Z (x- (Levin R., Rubin D., 2004)

o= N

2.9. Varianza y desviacion estandar de una muestra: Se utiliza las férmulas:

Szzi_(ﬂ)f S_\/Z_(x_)_

n-1

X )2
n-1 (Levin R., Rubin D., 2004)

Varianza de una muestra Desviacidn estandar de una muestra
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2.10. Andlisis de Varianza de un factor (ANOVA): Técnica estadistica utilizada para
probar la igualdad entre tres 0 mas medias muestreales y hacer inferencias sobre si las

muestras provienen de poblaciones que tienen la misma media. (Levin R., Rubin D., 2004).

El modelo ANOVA mide la significacién estadistica de las diferencias entre las medias de
los grupos determinados en la variable dependiente por los valores de las variables
independientes. El modelo unifactorial se presenta cuando tenemos un solo factor estudiado
en sus distintos niveles, que influyen sobre una variable respuesta que mide el resultado del
experimento, y el resto de los factores miden el error experimental influyendo sobre la

variable respuesta de forma no controlable. (Pérez, 2009)

2.10.1. Planteamiento de la hipdtesis: Permite determinar si las medias muestreales

pudieron haberse tomado de poblaciones con la misma media .
Ho: H1=l3=[3...... (Hipdtesis nula)
H1: M1, p3, U3... no son todas iguales (hipotesis alternativa)

2.10.2 Hipétesis nula: Suposicién respecto a un parametro de poblacién que deseamos

probar.

2.10.3. Hipdtesis alternativa: Conclusion que se acepta cuando los resultados no

respaldan la hipotesis nula

El analisis de varianza esta basado en la comparaciéon de dos estimaciones diferentes de la
varianza o® de una poblacién total. Cuando la hipétesis nula es verdadera las dos
estimaciones deben tener un valor aproximadamente igual. Si las dos estimaciones difieren

de manera considerable la hipétesis nula no es verdadera (Levin R., Rubin D., 2004)

2.10.4. Pasos del analisis de la varianza para tamafios muestreales desiguales:
1. Determinar una estimacion de la varianza de la poblacién a partir de la varianza

entre las medias de las muestras. También se conoce como varianza entre

columnas.
- =12
Jot= En{.‘r[ X
k=1
Donde:

- :_l - )
' = Varianza entre columnas

e n;=tamafio de la j-ésima muestra

e X; =media muestral de la j-ésima muestra
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X = gran media o valor de todos los valores muestreales combinados
k =

nimero de muestras

2. Determinar una segunda estimacién de la varianza de la poblacion a partir de la
varianza dentro de las muestras, Se le conoce también como varianza dentro de

columnas.

Donde:

[

&
e ', = varianza dentro de las columnas
. sz = varianza muestreal dentro de j-ésima muestra
e n_= >n; =tamafo de la muestra total

3. Comparar estas dos estimaciones. Si su valor es aproximadamente igual, aceptar la

hipotesis nula.

Varianza entre columnas o grupos

Varianza dentro de las columnas o grupos

El estadistico F cuando su valor es pequefio (cercano a 1) quiere decir que no hay
diferencia significativa entre las medias muestreales, la inclinacién es a aceptar la hipo6tesis
nula; de lo contrario conforme F crece se rechaza la aseveracibn de medias iguales y la
tendencia es a rechazar la hipétesis nula y aceptar la hip6tesis alternativa. Es decir cuando
la varianza entre columnas es mayor que la varianza dentro de columnas el valor F tiene a

ser grande lo que conduce a aceptar la hipétesis alternativa.

2.11. Nivel de significancia: Es el valor que indica el porcentaje de valores de la muestra
que estan fuera de ciertos limites; es decir la probabilidad de rechazar la hipétesis nula

cuando es cierta. Se representa con la letra a (alfa)

2.12 .Error tipo I: Es rechazar una hipétesis nula cuando es cierta, se simboliza con la letra
griega a (alfa). A mayor nivel de significancia mayor es la posibilidad de rechazar la

hipotesis nula.

2.13. Error tipo Il: Es aceptar una hipdtesis nula cuando es falsa, se simboliza con la letra

griega 3 (beta)
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2.14. Valor P: Es la probabilidad de obtener un resultado al menos tan extremo como el
que realmente se ha obtenido suponiendo que la hipdtesis nula es cierta. Es otra manera
de analizar la hipétesis nula, por tanto el valor P es el nivel maximo de significancia para el
cual aceptamos la hipotesis nula. Si el valor P es igual o menor que a se rechaza la

hipétesis nula.

2.15. Grados de libertad: Numero de valores de una muestra que podemos especificar
libremente. Cuando la hipétesis nula es verdadera los grados de libertad vienen dados por

las férmulas usadas en el calculo del Estadistico F.

2.15.1 Grados libertad (GL) del numerador en el estadistico F: Siempre es una unidad

menor que el nimero de muestras y se calcula por la férmula:
GL =k - 1 (Levin R., Rubin D., 2004))

2.15.2. Grados de libertad (GL) en el denominador del cociente F:
GL = Y (n;- 1) =ny - 1 (Levin R., Rubin D., 2004))

2.16. Valor Critico para F: Con el valor de los grados de libertad obtenidos tanto para el
numerador como el denominador podemos obtener en tablas (ver anexo) el valor critico de
F , dicho valor nos indica la region en donde se encuentra el valor F de la muestra para un

nivel de significancia establecido.
e SiF < F critico se acepta la hipétesis nula
e SiF > F critico se desecha la hipétesis nula

2.17. Analisis multivariante: Es el conjunto de métodos estadisticos cuya finalidad es
analizar simultdneamente conjuntos de datos multivariantes en el sentido de que hay varias

variables medidas para cada individuo u objeto estudiado.
Las técnicas multivariantes se clasifican en tres grupos:

1. Métodos de dependencia: Consiste en determinar si las variables independientes

inciden de alguna forma sobre las dependientes y de qué forma

2. Métodos de interdependencia: Analiza que variables estan relacionadas, cémo lo
estan y porque sin distinguir entre variables dependientes e independientes.

Ejemplo: Andlisis clister.

3. Métodos estructurales: Las variables estan divididas en dependientes e
independientes, analiza como las variables independientes afectan a las

dependientes y como estan relacionados los dos grupos entre si.
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2.18. Andlisis de Agrupamientos (Clustering)
Cluster: Es un método estadistico multivariante de clasificacion automatica que a partir de

una tabla de datos (casos-variables), trata de situarlos en grupos homogéneos,
conglomerados o clister, no conocidos de antemano, de manera que los individuos que
puedan ser considerados similares sean asignados a un mismo cllster, mientras que
individuos diferentes (disimilares) se localicen en clister distintos. Los miembros de un
conglomerado gozaran de caracteristicas comunes que los diferencian de los miembros de
otros conglomerados. Estas caracteristicas deberan ser genéricas y es claro que

dificilmente una Unica caracteristica podra definir un conglomerado. (Pérez, 2009)

Las métricas de similitud se basan en la distancia entre los objetos, la mas utilizada es la

distancia euclidiana cuya férmula viene dado por:

1

? ],-g /’
i =3 |

'[I ik x;;k}
=1

k

Existen dos métodos de clasificacion en los cluster:

2.18.1. Cluster Jerarquicos aglomerativos: La clasificacion resultante tiene un numero

creciente de clases anidadas (dendograma)

Dendograma: Es una representacién grafica en forma de arbol que resume el proceso de
agrupacion de un analisis de cluster. Los objetos similares se conectan mediante enlaces
cuya posicion en el diagrama esta determinada por el nivel de similitud/disimilitud entre los
objetos. (Villardéon JLV )

2.18.2 Cluaster no jerarquicos: No presenta clases anidadas, es un método que permite
procesar un nuamero ilimitado de casos, tiene por objetivo realizar una sola particion de los
individuos en K-grupos lo que implica que el investigador establezca a priori los grupos que
deben ser formados siendo la principal diferencia de los métodos jerarquicos y no requiere

Su conversion en una matriz de proximidades se trabaja con la matriz de datos originales.

Uno de los métodos no jerarquicos es el de reasignacion y permiten que un individuo
asignado a un grupo en un determinado paso del proceso sea reasignado a otro grupo en
un paso posterior si esto optimiza el criterio de seleccion. El proceso termina cuando no
quedan individuos cuya reasignacién permita optimizar el resultado que se ha conseguido.
El algoritmo més conocido dentro de éste método es el de K-means o K-medias (MeQueen

1967) el cual se agrupa bajo el nombre de métodos centroides. (Pérez, 2009)

2.18.2.1. K-means: Parte de medias arbitrarias y, mediante pruebas sucesivas, contrasta el

efecto que sobre la varianza residual tiene la asignacién de cada uno de los casos a cada
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uno de los grupos. El valor minimo de varianza determina una configuracion de nuevos
grupos con sus respectivas medias. Se asignan otra vez todos los casos a estos
nuevos centroides en un proceso que se repite hasta que ninguna transferencia puede
ya disminuir la varianza residual; o se alcance otro criterio de parada: un nimero limitado de
pasos de iteracién o, simplemente, que la diferencia obtenida entre los centroides de dos

pasos consecutivos sea menor que un valor prefijado. El algoritmo es el siguiente:

1. Dispone de una particion (aleatorio) de los objetos en K cluster

2. Determinara el centroide de cada cluster

3. Calcula la distancia entre cada objeto y cada centroide

4. Asigna cada objeto al clister mas cercano

5. Sial menos un objeto es desplazado en otro cluster, se retorna al paso 2.
6. Termina (Todeschini, 1995)

K-means proporciona una solucién final Unica para el nUmero de clister elegido, a la que se
llegara con menor numero de iteraciones cuanto mas cerca estén las ‘medias’ de arranque

de las que van a ser finalmente obtenidas. (Perez,2009)

Todos los andlisis de los resultados obtenidos en el muestreo se realizaron en programas
de computadora para evitar lo demorado que implica calcular manualmente cada una de las

técnicas mencionadas en éste capitulo.
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CAPITULO Il
RESULTADOS
Tabla 4. Informacion recopilada de los carros comercializadores de leche durante el
muestreo.
Litros
Zona | # muestra Temperaura # colonias pH # proveedores | transportados
Muestra diariamente
A 2 22 1200000 6,69 171
A 23 88000000 6,85 150
A 4 24 8000000 6,71 17 400
A 13 27,5 820000 6,79 23 350
A 15 25 2700000 6,72 12 240
A 35 23 320000 6,69 220
A 23 22 900000 6,85 200
A 26 25 300000 6,77 13 500
A 27 28 400000 6,55 24 300
A 30 26 3200000 6,65 14 230
A 32 27 1000000 6,7 4 116
A 90 26 370000 6,64 180
A 50 28 2000000 6,65 380
A 89 24 2000000 6,62 3 160
A 106 235 34000000 6,76 19 320
A 71 23 560000 6,55 171
A 46 25 1500000 6,67 150
A 36 26 400000 6,57 17 400
A 65 26 1600000 6,55 23 350
A 63 26 1010000 6,57 12 240
A 73 19 300000 6,51 220
A 91 22 600000 6,62 200
A 42 235 1600000 6,65 13 500
A 49 27,5 6000000 6,64 24 300
A 45 23 6000000 6,63 14 230
A 41 27 4600000 6,62 4 116
A 109 23 6000000 6,9 180
A 69 26 160000 6,57 380
A 111 23 5000000 6,62 3 160
A 108 25 4000000 6,93 19 320
AyB 58 24.5 2100000 6,6 3 121
AyB 31 23 23000000 6,89 5 280
AyB 85 24 610000 6,77 3 121
AyB 105 23 120000000 6,8 5 280
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B 17 22 135000 6,65 7 80
B 18 25 400000 6,7 10 160
B 19 25 200000 6,36 6 190
B 20 26 4000000 6,66 27 180
B 33 28 520000 6,78 158
B 34 28 5000000 6,62 300
B 29 26 10000000 6,44 25 380
B 59 22 1600000 6,58 12 120
B 66 27 2020000 6,51 23 350
B 40 26 2010000 6,68 13 160
B 51 26.5 1710000 6,62 4 3000
B 56 225 180000 6,64 100 160
B 39 27,5 70000 6,66 7 80
B 43 23 930000 6,66 10 160
B 44 25 1500000 6,6 6 190
B 48 255 250000000 6,59 27 180
B 54 24 4100000 6,57 5 158
B 60 26 1200000 6,55 300
B 104 23 300000 6,9 25 380
B 83 23 152000 6,61 12 120
B 86 27 296000000 6,43 23 350
B 97 25 1700000 6,67 13 160
B 95 25 330000 6,62 4 300
B 114 20 200000 6,64 100 160
BYC 28 26 600000 6,78 7 106
BYC 52 27 900000 6,68 7 106
C 38 24 15100000 6,63 9 270
C 78 22 310000 6,6 28 180
C 68 27,5 400000 6,57 12 240
C 93 25 910000 6,64 9 270
Cc 88 24 6600000 6,69 28 180
C 107 24 17000000 6,91 12 240
D 21 27 100000 6,83 8 160
D 22 26 500000 6,83 10 250
D 25 27 500000 6,85 4 220
D 57 28 3500000 6,64 200
D 62 20 257000000 6,6 8 120
D 64 25 3200000 6,51 70
D 77 28 320000 6,62 120
D 102 24 900000 6,83 4 170
D 112 26 139000 6,66 160
D 92 24 800000 6,82 10 250
D 94 24 620000 6,64 4 220
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D 100 23 500000 6,89 6 200
D 84 26 600000 6,67 8 120
D 87 26 3100000 6,68 70

D 101 24 100000000 6,86 120
D 113 20 1000000 6,83 4 170

La codificacion de las zonas se realiz6 de la siguiente manera:

A: Leche proveniente del sector de Victoria del Portete

B: Leche proveniente del sector de Tarqui

C: Leche proveniente del sector de Cumbe

D: Leche proveniente del sector de Tutupali

Ay B: Leche proveniente del sector de Victoria del Portete y Tarqui

B y C: Leche proveniente del sector de Tarqui y Cumbe

Las Variables usadas en el andlisis estadistico se clasifican de la siguiente manera:

Tabla 5. Variables usadas en el analisis estadistico

Variables Independientes

cuantitativas

Variables
dependientes

cuantitativas

Variables independientes

cualitativas

Temperatura de la leche al

momento del muestreo

UFC/ml

Zona de donde los carros

recolectan la leche

pH de la leche a 20+ 1 °C

Numero de proveedores de los
cuales recolectan la leche los

carros muestreados

Litros comercializados/dia

Para determinar la media, moda, valor maximo y minimo, desviacién estandar y la

frecuencia de las temperaturas y pH de las muestras de

leche tomadas en los carros

durante el muestreo se utilizd el programa SPSS. Los resultados se presentan a

continuacion:
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Figura 3. Histograma de Frecuencia de la Temperatura

Histograma
- Bn:g:ra\acimma =2091
_ Tabla 6. Estadisticos de la
= = Temperatura
TEMPERATURA
Validos 82
N Perdidos 0
] Media 24,7439
] B Moda 26,00
" Desv. tip. 2,09090
i Varianza 4,372
| Minimo 19,00
H L Maximo 28,00
80 W0 20 W B®  BW AW
TEMPERATURA
Tabla 7. Frecuencias de la temperatura
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
19,00 1 1,2 1,2 1,2
20,00 3 3,7 3,7 4,9
22,00 6 7,3 7,3 12,2
22,50 1 1,2 1,2 13,4
23,00 12 14,6 14,6 28,0
23,50 2 2,4 2,4 30,5
24,00 11 13,4 13,4 43,9
24,50 1 1,2 1,2 45,1
Validos 58 50 11 13.4 134 58,5
25,50 1 1,2 1,2 59,8
26,00 15 18,3 18,3 78,0
26,50 1 1,2 1,2 79,3
27,00 8,5 8,5 87,8
27,50 4 4,9 4,9 92,7
28,00 7,3 7,3 100,0
Total 82 100,0 100,0
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Figura 7. Histograma de Frecuencia del pH
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N=82
Tabla 8. Estadisticos del pH
207 ] pH
Validos 82
N Perdidos 0
L B Media 6,6744
8 Moda 6,62
E Desv. tip. ,11841
- 104 — Varianza ,014
Minimo 6,36
Maximo 6,93
-
0 [| [ T . T
6,40 650 6,30 700
pH
Tabla 9. Frecuencias del pH
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
6,36 1 1,2 1,2 1,2
6,43 1 1,2 1,2 2,4
6,44 1 1,2 1,2 3,7
6,51 3 3,7 3,7 7,3
6,55 4 4,9 4,9 12,2
6,57 5 6,1 6,1 18,3
6,58 1 1,2 1,2 19,5
6,59 1 1,2 1,2 20,7
Validos 6,60 4 4,9 4,9 25,6
6,61 1 1,2 1,2 26,8
6,62 8 9,8 9,8 36,6
6,63 2 2,4 2,4 39,0
6,64 7 8,5 8,5 47,6
6,65 4 4,9 4,9 52,4
6,66 4 4,9 4,9 57,3
6,67 3 3,7 3,7 61,0
6,68 3 3,7 3,7 64,6
6,69 3 3,7 3,7 68,3
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6,70 2 2.4 2.4 70,7
6,71 1 12 12 72,0
6,72 1 12 12 73,2
6,76 1 12 12 744
6,77 2 2.4 2.4 76,8
6,78 2 2.4 2.4 793
6,79 1 12 12 80,5
6,80 1 12 12 81,7
6,82 1 12 12 82,9
6,83 4 49 4.9 87,8
6,85 3 37 37 91,5
6,86 1 12 12 92,7
6,89 2 2.4 2.4 95,1
6,90 2 2,4 2,4 97,6
6,91 1 12 12 98,8
6,93 1 12 12 100,0
Total 82 100,0 100,0

Tabla 10. Resultados obtenidos del cultivo en UFC/ml clasificados por zona

Zona A Zona AB ZonaB ZonaB+C| ZonaC Zona D
1200000 | 560000 | 2100000 610000 135000 70000 600000 |15100000 100000
88000000 | 1500000 | 23000000 | 120000000 | 400000 930000 900000 310000 500000
8000000 | 400000 200000 1500000 400000 500000
820000 |1600000 4000000 | 250000000 910000 3500000
2700000 | 1010000 520000 4100000 6600000 257000000
320000 | 300000 5000000 | 1200000 17000000 3200000
900000 | 600000 10000000 | 300000 320000
300000 |1600000 1600000 | 152000 900000
400000 | 6000000 2020000 | 296000000 139000
3200000 | 6000000 2010000 | 1700000 800000
1000000 | 4600000 1710000 | 330000 620000
370000 |6000000 180000 200000 500000
2000000 | 160000 600000
2000000 | 5000000 3100000
34000000 | 4000000 100000000
1000000
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Con los datos de la tabla 10 se procedi6é a hacer en Excel Analisis de Varianza de un factor

para verificar el nivel de significancia entre las medias de UFC/ml de cada una de las zonas

de recoleccién de la leche.

Tabla 11: Varianza de las UFC/ml en las zonas de recoleccién de laleche

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Zona A 30 184540000 | 6151333,33 |2,7718E+14
Zona A+B 4 145710000 36427500 | 3,2086E+15
Zona B 24 584257000 24344041,7 |5,9162E+15
Zona B+C 2 1500000 750000 4,5E+10
Zona C 6 40320000 6720000 5,8141E+13
Zona D 16 372779000 | 23298687,5 |4,4933E+15
Tabla 12: Andlisis de la varianza de un factor de las UFC/ml en las zonas de

recoleccion de la leche

Grados | Promedio Valor
Origen delas| Sumade de de los critico
variaciones | cuadrados |libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos | 8,0806E+15 5 1,6161E+15| 0,5546952 0,73427774 | 2,3349196
Dentro de los
grupos 2,2143E+17 76 2,9135E+15
Total 2,2951E+17 81

Con la base de datos de la Tabla 13 se aplico a las variables K-means obteniéndose lo

siguiente en el programa SCAN:
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Figura 5. K-means clustering de las UFC/ml de las muestras de leche
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Figura 6 . K-means clustering centroid profiles de UFC/ml de las muestras de leche

K-Means Cluster Centroid Profiles

centroid coordinates

I
1

Temperatura

UFC's

I I
3 4

Ph # Proveedores

VARIABLES

I
5

Litros x transportista

Tabla 13. Clasificacion de las zonas en 3 clister de acuerdo a K-means

Analisis del cluster
claster 1 claster 2 claster 3
zona |K-means zona |K-means zona |K-means
1 1 1 3
1 1 5 2 1 3
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Con los datos de la tabla 13 se obtuvo los porcentajes de muestras correspondientes a

cada zona de donde fue recolectada la leche para cada uno de los 3 clister obtenidos por

K-means.

Figura 7. Porcentaje de muestras en el clister 1

zona A+B/B+C
6%

zonal
15%

zonaA
50%

zona B
20%

Figura 8. Porcentaje de muestras en el cluster 2

zona A+B/B+C
25%

zonaD

zona B
50%

Tabla 14. NGimero de

muestras en el clister 1

NO
Origen Muestras
zona A 17
zona B 7
zona C 3
zona D
zona A+B/B+C 2
TOTAL 34

Tabla 15. Niumero de

muestras en el clister 2

zona No Muestras
zona A+B/B+C 1
zona B 2
zona D 1
TOTAL 4
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Tabla 16. Nimero de

muestras en el clister 3

No
Origen Muestras
zona A 13
zona B 15
zona C 3
zona D 10
zona A+B/B+C 3
TOTAL 44
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CAPITULO I

DISCUSION
Un andlisis general demuestra que 46 de las 82 muestras se encuentran dentro la Norma

Técnica Ecuatoriana INEN 9:2012 Quinta Revision para Leche Cruda que exige un maximo
de 1500000 UFC/mI de leche; es decir un 56,09% de los carros estan dentro de la norma el
momento que ingresan a la ciudad a comercializar la leche. El 43,90% transporta leche que
no es apta para el consumo humano ya que supera el limite maximo permitido en el articulo

5.1.4 de la mencionada norma.

Los resultados en SPSS indican que los carros transportan la leche a una temperatura
promedio de 24,74°C y pH de 6,67. El valor de temperatura que mas se repite es 26°C, la
menor temperatura medida con el termémetro durante el muestreo es 19°C y la maxima
28°C. En cuanto al pH la tabla 8 indica que el valor que mas se repite es 6,62 y el valor
minimo que determiné el potenciémetro fue de 6,36 y el maximo de 6,93.

El pH de la leche es 6.5 a 6.7 y cualquier cambio en éste factor indica adulteracion del
producto, los pH menores se deben a acidificacién microbiana y los mayores a infeccion de
la vaca con mastitis o adulterantes (Badui, 2006)

Es muy probable el uso de adulterantes alcalinos con el fin de evitar que la leche se
acidifique ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en el cultivo la leche presenta altas
cargas microbianas el momento que inician el recorrido y la mayoria de los carros
transportan de 2 — 6 horas la leche sin refrigeracién mientras comercializan el producto.

De todos los carros muestreados ninguno tenia un sistema de frio que mantenga la leche a
temperatura que inhiba la reproduccién de las bacterias, la temperatura ambiente a la que
es transportada la leche contribuye a que conforme avanza las horas de recorrido la carga
bacteriana vaya aumentando exponencialmente . En éstos casos es recomendable que las
personas que manipulan la leche bajo éstas condiciones utilicen un activador del sistema
lactoperoxidasa el cual tiene un efecto bacteriostatico en la flora meséfila y es de bajo
costo y recomendado para paises en donde por razones técnicas u econémicas no se
pueden mantener un sistema de frio; trayendo como ventaja detener el crecimiento
microbiano hasta por 8 horas cuando la leche es almacenada a la temperatura ambiente
mejorando la inocuidad del producto y beneficios tanto a consumidores como procesadores
de leche (Codex Alimentarius CAC-GL-13).

El método de la lactoperoxidasa/tiocianato/peréxido de hidrogeno es un sistema
antibacteriano natural presente en la leche y en la saliva humana. La enzima
lactoperoxidasa se halla en la leche de bovino y bufalo en concentraciones relativamente
elevadas. Puede oxidar los iones de tiocianato en presencia del perdxido de hidrégeno.

Esta reaccion permite convertir el tiocianato en 4cido hipotiocianoso (HOSCN). Con el

pH de la leche, el HOSCN se disocia y se presenta principalmente en forma de iones de

hipotiocionato (OSCN-). Este reacciona especificamente con los grupos sulfhidrilos
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libres,inactivando asi varias enzimas vitales para el metabolismo bacteriano v,
obstaculizando éste y la capacidad reproductora de las bacterias. Como

las proteinas de la leche contienen muy pocos grupos sulfhidrilos y los que se hallan
presentes son relativamente inaccesibles al OSCN- (enmascarado), la reaccion de este
compuesto en la leche es bastante especifica y combate las bacterias presentes en la

leche (Codex Alimentarius CAC-GL-13)

La tabla N° 11 nos indica la varianza entre las zonas de donde se recolecta la leche, en la
columna de promedios se puede observar que la zona B y la zona D son las que presentan

el promedio mas alto de carga microbiana.

La tabla 12 es el resultado del Andlisis de la Varianza de una via realizado en Excel y
aplicado a todas las zonas de donde los carros muestreados recolectaban la leche, en la
columna de promedios de la tabla 12 se puede observar que el valor Estadistico F = 0,5546
es menor que el F critico con valor de 2,3349 por lo tanto no existe una diferencia
significativa entre las zonas, todas estan contaminadas; ya que el valor estadistico F
deberia ser igual o mayor al valor critico F (2,3349) para que exista una diferencia
significativa a un nivel de significancia a=0,05 usado en el célculo del andlisis de la

varianza.
Para el calculo del analisis de la varianza se considero:

e Hipotesis nula (Ho)= No existe diferencia significativa entre las medias del numero

de UFC/ml de cada una de las zonas de donde se recolecta la leche

e Hipotesis alternativa (H1) = El numero de UFC/ml difieren significativamente de una

zona a otra.

En la tabla # 12 se puede observar que el cociente entre la estimacion de la varianza entre
columnas (1,6161E+15) y la estimacion de la varianza dentro de las columnas (2,9135E+15)
es de 0,5546 valor pequefio préximo a 1 por lo que se acepta la hip6tesis nula de que las
medias de las UFC/ml no presentan variacion entre las zonas de donde se recolecta la

leche.

Otra forma de llegar a la misma conclusion es que el valor de la probabilidad = 0.7342 en la
tabla # 12 es mayor al nivel de significancia utilizado igual a 0,05 por lo que no se rechaza la

hipotesis nula.

En el recuento de microorganismos aerobios mesdfilos se estima la flora total, pero sin
especificar gérmenes. Esta determinacion refleja la calidad sanitaria de los productos
analizados indicando ademas de las condiciones higiénicas de la materia prima, la forma
como fueron manipulados durante su elaboracion (Pascual M., Calderon V., 2000). Las

condiciones bajo las cuales se esta manipulando la leche reflejan la elevada carga
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microbiana de la leche en las primeras horas luego del ordefio, ademas durante el conteo
de bacterias en las placas petri se presentd el inconveniente de un gran nimero de
levaduras que dificultaban el conteo de las bacterias, conforme incrementaba la dilucion
mayor era la presencia de levaduras; en las placas con dilucion 1x10 7 la gran mayoria

estaban totalmente colonizadas de levaduras.

Con los datos de la tabla 4 se realiza otro estudio en el programa SCAN en donde se utiliza
5 variables: Temperatura, UFC, pH, # proveedores y litros que transporta diariamente los
carros muestreados. Se aplica la técnica multivariante de K-Means Clustering para el
célculo del algoritmo se escoge en las opciones del programa que los datos se agrupen en 3

cluster y para el célculo de la distancia entre las medias se escoge la distancia euclidiana.

La figura 5 es una representacion grafica de la distribuciéon en el espacio de como las
variables se agrupan en los 3 cluster, los ejes representan la distancia desde el centroide

al cluster correspondiente.

La figura 6 muestra los perfiles de los centroides de cada uno de los 3 clister; es decir, los
valores de las 5 variables originales con las observaciones asignadas a cada uno, este

gréfico nos provee un analisis cualitativo el cual se describe a continuacién.

En el cluster 1 representado por la linea roja se observa que la temperatura es la mas baja
respecto de los otros 2 cluster, la cantidad de UFC es menor que el cluster 2 y ligeramente
superior al cluster 3, el pH presenta el valor mas alto de todos los grupos por lo tanto no
existe correlacion entre el nimero de UFC y el pH, el nimero de proveedores es
exactamente igual al clister 2 y la Gltima variable que es los litros que transportan cada uno

de los carros es igual con el clister 2 y muy cercano al cluster 3.

En el clister 2 representado por la linea verde la temperatura tiene un valor intermedio
entre el cluster 1 y 3, por el contrario el nimero de colonias se presenta totalmente alejado
del resto con un valor sumamente alto lo que genera un pico muy marcado, el pH tiene el
menor valor de los 3 grupos; en este caso si existe una correlacion inversa entre el nUmero
de UFC y el pH que al ser el més bajo de todos los clister es el grupo mas contaminado
al tener el mayor nimero de UFC. Como ya se menciond el nimero de proveedores es
igual al cluster 1 y el volumen de leche que transporta diariamente no presenta variacion

con el cluster 1.

En el claster 3 representado por la linea azul la temperatura presenta el valor mas alto de
los 3 grupos, mientras que el nimero de UFC es el mas bajo en este grupo. No existe
correlacién entre la temperatura y las UFC pues a mayor temperatura deberia ser mayor el
namero UFC, el pH del clister 3 tiene un valor ligeramente mas elevado al clister 2 pero
es inferior al cluster 1, el nimero de proveedores es inferior a los dos grupos y finalmente

los litros que transportan es similar al clister 1 y 2.
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Unicamente en el clister #2 el mismo que tiene el menor nimero de muestras presenta
correlacién inversa entre los UFC y el pH, en los otros dos clister no hay correlacion.
Resultados contradictorios ya que para cargas elevadas de bacterias el pH tiende a
disminuir por el &cido lactico producto del metabolismo aerobio de las bacterias. Las
muestras presenta pH promedio de 6,67 y el valor que mas se repite es 6,62 la razén de
los valores elevados en el pH puede ser debido a la presencia de adulterantes alcalinos en
la leche que son adicionados para evitar la acidificacion de la misma durante el tiempo que

los carros comercializan el producto.

Ademas en éste grafico se puede observar que las variables independientes cuantitativas:

# proveedores y litros por transportista en los 3 clister tienen el mismo comportamiento.

En la tabla 13 se encuentra el detalle de la zona y el claster al que fue asignado por el
algoritmo K-means aqui se puede observar que el clister tres es el que tiene el mayor
numero de datos, seguido del clister uno y finalmente el clister dos con cuatro datos

Unicamente. Clasificandolos en porcentajes a cada uno de los cllster tenemos:

Figura 7 y tabla 14: el 50% del cluster 1 estd formado por muestras tomadas de los carros
que recolectan la leche del sector A que corresponde a Victoria del Portete y el 50%
restante corresponde a muestras del sector de Tarqui (20%), Cumbe (9%), Tutupali (15%) y
el 6% restante son carros que recolectan la leche de dos sectores Victoria del Portete y
Tarqui (A+B) y de Tarqui y Cumbe(B+C).

Figura 8 y tabla 15: el 50% del cluster 2 esta formado por muestras de los carros que
recolectan la leche del sector de Tarqui, el 25% de leche que viene del sector de Tutupali y
el 25% restante son carros que recolectan la leche de dos zonas la primera Victoria del
Portete y Tarqui y la segunda Tarqui y Cumbe. Hay que destacar que el clister 2 esta
formado Unicamente por 4 muestras asi que el 50% del clister sélo lo conforman 2
muestras, a pesar de tener pocos datos éste es el cluster que tiene los valores con la méas

alta cantidad de UFC/ml como se puedo apreciar en la figura 6.

Figura 9 y tabla 16: es un cluster mas heterogéneo respecto de los anteriores, el 34% esta
formado por muestras de la zona de Tarqui, el 29 % por muestras de la zona de Victoria del
Portete, el 23% de la zona de Tutupali, 7% de la zona de Cumbe y el 7% restante carros

gue recolectan la leche de dos sectores Victoria del Portete y Tarqui y de Tarqui y Cumbe.
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CONCLUSIONES
De los 82 carros muestreados 46 presentan valores inferiores a 1,5x10° UFC/ml de

leche es decir el 56,09%, la diferencia que es el 43,90% restante superan el limite
maximo de la Norma Técnica Ecuatoriana INEN: 2012 Leche Cruda por lo que no
se considera leche apta para el consumo humano.

Todas las zonas de donde es recolectada la leche presentan elevada carga
microbiana pero los sectores de Tarqui y Tutupali presentaron el mayor nimero de
UFC/ml.

De acuerdo a los resultados del ANOVA no hay diferencia significativa entre las
medias de las UFC/ml de las zonas de donde es recolectada la leche.

Los carros muestreados transportan la leche sin un sistema de frio, la temperatura
promedio de los carros es 24,74°C pero la leche que proviene de Tarqui presenta
los valores més elevados de temperatura.

Todos los carros muestreados no transportan la leche en condiciones de
temperatura que inhiba el crecimiento bacteriano durante las horas que recorren la
ciudad comercializando el producto.

La carga microbiana elevada en los carros muestreados no es reflejada en los
valores de pH. El valor promedio de pH es 6.67.

Es necesario el uso de un activador de la lactoperoxidasa para inhibir el crecimiento
de la flora mesofila durante la comercializaciéon de la leche en la ciudad en carros
que no pueden acoplar un sistema de frio.

El uso del sistema activador de lactoperoxidasa en la leche no se debe considerar

como un sustituto de la pasteurizacién.

Presencia de levaduras que refleja las malas condiciones de higiene, en la mayoria
de muestras. En la mayoria de las placas de diluciones de 107 estaban totalmente
colonizadas de levaduras.

La leche que se comercializa en la ciudad de Cuenca en carros no deberia ser
consumida cruda; es necesario un tratamiento térmico previo al consumo de la

misma.
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ANEXOS

TABLA CON LOS VALORES DE F PARA DISTRIBUCIONES F CON 0.05 DEL AREA EN

Newbold P.; Carlson W.; Thorne B., 2008

EL EXTRECHO. Fuente
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